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Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylieningen in 
DNA mittels Cytidin-Deaminasen 

Die Erfindung betrif ft ein Verfahren zur Untersuchung von 
Cytosin-Methylierungen in DNA-Sequenzen. Dabei wird die 
zu untersuchende DNA rait einer Cytidin-Deaminase uinge- 
setzt, die Cytidin schneller als 5-Methylcytidin deami- 
niert. Durch die Umwandlung wird Cytosin in Uracil umwan- 
delt, wahrend 5-Methylcytosin im wesentlichen unverandert 
bleibt. Die enzymatisch vorbehandelte DNA wird bevorzugt 
amplif iziert und kann dann tiber unterschiedlichen Metho- 
den analysier.t werdenr Das erf indungsgemafie Verfahren 
eignet sich insbesondere zur Diagnose von Krebserkrankun- 
gen und anderer mit einer Veranderung des Methylie- 
rungsstatus assoziierter Krankheiten sowie zur Prognose 
unerwtinschter Ar zneimittelwir kungen . 

Hintergrund der Erfindung 

5-Methylcytosin ist die haufigste kovalent modif izierte 
Base in der DNA eukaryontischer Zellen. Sie spielt eine 
wichtige biologische Rolle, u.a. bei der Transkriptions- 
regulation, beim genetischen Imprinting ^ und in der Tumor- 
genese (zur Obersicht: Millar et al. : Five not four: 
History and significance of the fifth base. In: The Epi- 
genome, S. Beck and A. Olek, eds.: The Epigenome. Wiley- 
VCH Verlag Weinheim 2003, S. 3-20). Die Identif izierung 
von 5-Methylcytosin als Bestandteil genetischer Informa- 
tion ist daher von erheblichen Interesse. Ein Nachweis 
der Methylierung ist allerdings schwierig, da Cytosin und 
5-Methylcytosin das gleiche Basenpaarungsverhalten auf- 
weisen. Viele der herkommlichen, auf Hybridisierung beru- 
henden Nachweisverf ahren vermogen daher nicht zwischen 
Cytosin und Methylcytosin zu unterscheiden. Zudem geht 
die Methylierungsinformation bei einer PCR-Amplif ikation 
vollstandig verloren. 



j- ct . uuc 



i 

2 



Die herkommlichen Methoden zur Methylierungsanalyse ar- 
beiten im wesentlicheh nach zwei unterschiedlichen Prin- 
zipien. Zum einen werden methylierungsspezif ische Re- 
striktionsenzyme benutzt, zum anderen erfolgt eine selek- 
tive chemische Dmwandlung von nicht -methyl ier ten Cytosi- 
nen in Uracil (sog. : Bisulf it-Behandlung, siehe etwa: DE 
101 54 317 Al; DE 100 29 915 Al) . Die enzymatisch oder 
chemisch vorbehandelte DNA wird. dann meist amplif iziert 
und kann auf unterschiedliche Weise analysiert werden 
(zur Obersicht: WO 02/072880 S. 1 f f ) . 

Die konventionellen Verfahren leiden unter mehreren 
Nachteilen. Die Behandlung mit methylierungsspezif ischen 
Restriktionsenzymen ist durch die Sequenzspezif itSt der 
Enzyme auf bestimmte Sequenzen beschrankt. Die Bisulf it- 
behandlung ist zeit- und arbeitsaufwendig. Es sind Reak- 
tionszeiten von tiber vier Stunden erf orderlich, urn eine 
vollstandige Umwandlung zu erreichen. Dabei wird die DNA 
allerdings zum groBten Teil abgebaut. So wird der Anteil 
der degradierten DNA auf zwischen 84 % und 96 % beziffert 
(vgl.: Grunau et al.: Bisulfite genomic sequencing: 
systematic investigation of critical experimental parame- 
ters. Nucleic Acids Res. 2001 Jul 1;29(13)). Durch diese 
hohe Abbaurate ist es schwierig, die Bisulf itumwandlung 
fUr. Unter suchungen einzusetzen, in denen die zu untersu- 
chende DNA limitiert ist. Ein besonders interessantes An- 
wendungsgebiet der Methylierungsanalyse liegt jedoch ge- 
rade darin, aber DNA aus Korperf lussigkeiten, etwa aus 
Blut oder Urin, Krebserkrankungen oder andere mit einer 
Veranderung des Methylierungsstatus assoziierte Krankhei- 
ten zu diagnostizieren. In K6rperf lttssigkeiten kommt die 
DNA jedoch nur in geringen Konzentrationen vor, so dass 
der Einsatz der herkommliche Bisulf itbehandlung mit 
Schwierigkeiten verbunden ist. 



Aufgrund der besonderen biologischen Bedeutung der Cyto- 
sinmethylierung und aufgrund der erwahnten Nachteile der 
herkommlichen Methodik besteht ein grofien technisches Be- 
dtirfnis an verbesserten und vereinf achten Verfahren zur 
Methylierurigsanalyse . Im folgenden ist ein solches Ver- 
fahren beschrieben. Die hier offenbarte Erfindung basiert 
auf dera Einsatz von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 
5-Methylcytidin unterschiedlich schnell umsetzen. Insbe- 
sondere handelt es sich hierbei urn die Aktivierungs- 
induzierten Cytidin-Deaminase {activation-induced cytidi- 
ne deaminase - AID) . Dieses Enzym ist in der Lage, nicht- 
methyliertes Cytosin in Uracil umzuwandeln, wahrend me- 
thyliertes Cytosin im wesentlichen unverandert bleibt. Im 
Fall einer vollstandigen Umwandlung entsteht also eine 
DNA-Sequenz, in alle noch vorhandenen Cytosine methyliert 
sind, wahrend die ursprttnglich unmethylierten Cytosine 
nun als Uracile vorliegen. Das Ergebnis der enzymatischen 
Umsetzung entspricht demnach dem der chemischen Vorbe- 
handlung mit Bisulfit. Das enzymatische Verfahren ist al- 
lerdings schneller und schonender als das chemische Ver- 
fahren. Der Nachweis der Cytosine in der enzymatisch vor- 
behandelten DNA kann ttber die herkSmmliche molekularbio- 
logische Methodik erfolgen. Es kSnnen insbesondere dies- 
selben Verfahren wie zur Analyse chemisch-vorbehandelte 
DNA verwendet werden, etwa unter Einsatz von Polymerase- 
reaktionen. Dabei liegt ein weiterer Vorteil des erfin- 
dungsgemafien .Verfahrens darin, dass die* Anwendung der 
Nachweisverf ah'ren • ohne eine arbeitsaufwendige Aufreini-- 
gung der DNA mSglich ist. Eine solche ist bei der che- 
misch vorbehandelte DNA zur Entfernung des Bisulfits er- 
forderlich. 

Biologisch spielt das AID-Enzym eine wichtige Rolle bei 
der AntikSrper-Diversifizierung in B-Zellen. Es ist ins- 
besondere an der somatischen Hypermutation {somatic hy- 
permutation, SHM) , an der Genkonversion (gene conversion) 
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und an der Klassen-Wechsel-Rekombination {class switch 
recombination, CSR) beteiligt (zur Ubersicht: Storb and 
Stavnezer: Immunoglobulin Genes: generating Diversity 
with AID and UNG. Curr Biol. 2002 Oct 29; 12 (21) : R725-7) . 

Erforderlich fur die AID-Aktivitat ist einzelstrangige 
DNA. Die AID ist nicht in der Lage, intakte doppelstran- 
gige DNA umzusetzen. Allerdings kann eine Cytosin- 
Deaminierung in einzelstrangigen Bereichen doppelstrangi- 
ger DNA erfolgen. So kann die AID doppelstrangige DNA, 
die gerade trans kribiert wird, umsetzen. Dabei erfolgt 
die Deaminierung im Nicht -Templat-Strang, der wahrend der 
Transkription exponiert ist (Chaudhuri et al., Transcrip- 
tion-targeted DNA deamination by the AID antibody diver- 
sification enzyme. Nature. 2003 Apr 17;422 (6933) :726-30; 
Ramiro et al., Transcription enhances AID-mediated 
cytidine deamination by exposing single-stranded DNA on 
the nontemplate strand. Nat Immunol. 2003 May; 4 (5): 452- 
6) . Bei einzelstrangiger DNA kann innerhalb von 15 Minu- 
ten eine nahezu 100%ige Umwandlung von Cytosin in Uracil 
erreicht werden. Dabei ist die Aktivitat der AID in dop- 
pelstrangiger DNA mit partiell nicht komplemenf aren Se- 
quenzen zum Teil deutlich hoher als bei einzelstrangiger 
DNA. Dies gilt insbesondere fur nicht komplementare Be- 
reiche mit einer Grofie zwischen ftinf bis neun Nukleotiden 
(Bransteitter et al a.a.o. 2003, S. 4105 Fig 4a, S. 4106 
Tab 1) . Die Spezifitat der AID fur Cytosin ist etwa 10- 
fach hoher als die fur 5-Methylcytosin (Bransteitter et 
al a.a.o. 2003, S. 4105 Fig 4b, S. 4106) . : Eine technische 
Anwendung dieser Eigenschaften des AID-Enzyms ist. in der 
Literatur bisher nicht beschrieben. In der US- 
Patentanmeldung US 20020164743 (= EP 1174509) sind u.a. 
Nukleinsaure- und Aminosauresequenzen der AID offenbart. 
Eine Anwendbarkeit des Enzyms zur Untersuchung von Cyto- 
sinmethylierungen ist jedoch auch hier nicht erwahnt. Das 
erfindungsgemafie Verfahren verschafft daher der Methylie- 
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rungsanalyse zum erstem Mai Zugang zu dem AID-Enzym. Auf- 
grund der besonderen biologischen Bedeutung der Cytosin- 
methylierung und aufgrund der Nachteile der bekannten 
Verfahren stellt das Eroffnen dieser neuen Technologie 
einen wichtigen technischen Fortschritt dar. 

Beschreibung 

Das erfindungsgemaiie Verfahren erlaubt einen Nachweis von 
Cytosin-Methylierungen in DNA. Dabei wird die zu untersu- 
chende DNA- mi t dem einer Cytidin-Deaminase in Kontakt ge- 
bracht, wobei die Cytidin-Deaminase Cytidin und 5- 
Methylcytidin unterschiedlich schnell deaminiert . Die 
partiell deaminierte DNA wird dann hinsichtlich ihrer Se- 
quenz untersucht. Anschliefiend wird aus dem Vorliegen o- 
der dem Anteil deaminierter Positionen auf den Methylie- 
rungszustand der zu untersuchten DNA geschlossen. 

In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird das Enzym Akti- 
vierungs-induzierte Cytidin-Deaminase (AID) verwandt. So- 
weit verftigbar, konnen aber auch andere Cytidin- 
Deaminasen eingesetzt werden, die Cytidin und 5- 
Methylcytidin unterschiedliche schnell umsetzen. Das AID- 
Enzym ist ttber verschiedene Wege erhaltlich. So ist in* 
der Literatur etwa die Expression des Enzyms in Insekten- 
zellen beschrieben. Das auf diese Weise gewonnene Enzym 
muss allerdings vor dem Einsatz mit einer RNAse umgesetzt 
werden, urn. einen RNA-Inhibitor zu entfernen (Brandsteit^- 
ter et al. 2003, a.a.o). Auch die Expression der AID in 
E.coli ist bekannt. Eine RNAse-Behandlung ist hier nicht 
erforderlich (Sohail et al. 2003, a.a.o). Ebenfalls be- 
schrieben ist eine Isolierung der AID aus stimulierten, 
murinen B-Zellen (Chaudhuri et al., 2003, a.a.o). Dem 
Fachmann sind weit ere Moglichkeiten bekannt, Proteine 
herzustellen und zu isolieren. Neben humaner AID sind fur 
das erfindungsgemaiie Verfahren auch Enzyme aus anderen 
Quellen einsetzbar, insbesondere aus SSugetieren, etwa 
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aus Rindern, Schweinen, Schafen, Mause etc.. Es ist nahe- 
liegend, dass auch biologisch aktive Fragemente sowie Mo- 
difikationen des Enzyms, etwa thermostabile Varianten, 
far das erfindungsgemafie Verfahren verwendet werden kdn- 
nen. 

Die zu untersuchende DNA kann aus unterschiedlichen Quel- 
len stammen. Fur diagnostische Fragestellungen konnen als 
Ausgangsmaterial u.a. Gewebeproben, aber auch Kdrperfltis- 
sigkeiten, insbesondere Serum, dienen. Denkbar ist auch, 
die DNA aus. Sputum, Stuhl, Or in oder Gehirn-Ruckenmarks- 
Fliissigkeit zu verwenden. Bevorzugt wird die DNA aus den 
biologischen Proben isoliert. Die DNA-Extraktion erfolgt 
nach Standardmethoden, aus Blut etwa unter Verwendung des 
Qiagen UltraSens DNA Extraktions-Kits . Die isolierte DNA 
kann dann z.B. durch Umsatz mit Restriktionsenzymen frag- 
mentiert werden. Die Reaktionsbedingungen und die in Fra- 
ge kommenden Enzyme sind dem Fachmann bekannt und ergeben 
sich etwa aus den von den Herstellern mitgelieferten Pro- 
tokollen. 

Die zu" untersuchende DNA muss fur den Umsatz mit der AID 
zumindest partiell einzelstrangig vorliegen. Dem Fachmann 
sind unterschiedliche Wege bekannt, zu einzelstrangiger 
DNA zu gelangen. In einer bevorzugten Variante wird die 
zu untersuchende DNA hitze-denaturiert und anschliefiend 
mit Oligonukleotiden hybridisiert, die partiell komple- 
mentar zu der zu untersuchenden DNA sind. Dabei sind die 
Oligonukleotide gerade zu den zu untersuchenden Cytosin- 
positionen. nicht komplementar, so dass in diesen Berei- 
chen einzelstrangige „Blasen w gebildet werden, an denen 
die AID aktiv werden kann. Die nicht komplementaren Be- 
reiche sind dabei bevorzugt zwischen 3 und 20 Nukleotide, 
besonders bevorzugt zwischen 5 und 12 Nukleotide und ganz 
besonders bevorzugt 9 Nukleotide lang (vgl.: Brandsteit- 
ter et al., 2003 S. 4106, Tab.l). In einer bevorzugten 
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Ausftihrungsform werden synthetische Oligonukleotide ein- 
gesetzt. Diese haben bevorzugt eine Lange zwischen 20 und 
150, besonders bevorzugt zwischen 35 und 60 Nukleotiden. 
Diese Oligonukleotide werden in einem Oberschuss zu der 
zu untersuchenden DNA eingesetzt, so dass gewahrleistet 
ist, dass moglichst viel der zu untersuchende Cytosin- 
Positionen fur die Deaminase zuganglich sind. Bevorzugt 
ist dabei eine Konzentration von 1 pM bis 1000 nM, beson- 
ders bevorzugt ein Bereich zwischen 1 nM und 100 nM. Im 
einer bevorzugten Ausfiihrungsform des erf indungsgemaBen 
Verfahren werden mehrere Oligonukleotide unterschiedli- • 
cher Sequenz eingesetzt, so dass gleichzeitig eine Unter- 
suchung mehrere Cytosinpositionen mSglich ist. In einer 
weiteren bevorzugten Variante sind die Oligonukleotide so 
15 aufgebaut, dass sie selbst nicht von dem AID-Enzym umge- 
setzt werden kdnnen. Dies kann etwa dadurch geschehen, 
dass in den Oligonukleotiden 5-Methylcytosine statt Cyto- 
sine enthalten sind. Dem Fachmann ist bekannt, dass statt 
Oligonukleotiden auch andere Oligomere eingesetzt werden 
kdnnen, etwa Peptid-Nukleinsaure- (PNA) -Oligomere. Die 
Synthese der Oligomere sowie die Hybrisierungsbedingungen 
gehftren zum Stand der Technik. Es ist naheliegend, dass 
fur das erfindungsgemafie Verfahren statt chemisch synthe- 
tisierter Oligonukleotide auch Oligonukleotide anderen 
Ursprungs, etwa PCR-Fragmente Oder genomische DNA einge- 
setzt werden kdnnen. 

Reaktionsbedingungen far die Deaminierang sind in der Li- 
teratur beschrieben (siehe etwa: Brandsteitter et al. 
2003, a.a.o.; Sohail et al. 2003, a.a.O.; Chaudhuri et 
al. 2003, a.a.o.). 
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Die umgewandelte DNA kann anhand der gangigen molekular- 
biologischen Verfahren analysiert werden, etwa tiber Hybi- 
disierung oder Sequenzierung. In einer bevorzugten Vari- 
ante wird die umgewandelte DNA zunachst amplifiziert . 
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Hierzu sind dem Fachmann unterschiedliche Verfahren be- 
kannt, etwa Ligasekettenreaktionen. In einer bevorzugten 
Ausftihrungsform wird die DNA allerdings uber eine Polyme- 
rasereaktion amplifiziert . Hierzu sind verschiedene Aus- 
gestaltungen denkbar, etwa die Verwendung isothermer 
Amplifikationsverfahren. Besonders bevorzugt sind aller- 
dings Polymerasekettenreaktionen (PCR) . In einer ganz be- 
sonders bevorzugten Ausftihrungsform erfolgt die PCR unter 
Verwendung von Primern, die spezifisch nur an Positionen 
der umgewandelten Sequenz binden, die vorher entweder me- 
thyliert (oder bei umgekehrtem Ansatz: unmethyliert) wa- 
ren. Dieses Verfahren ist bei bisulfitierter DNA unter 
dem Namen methylierungssensitive PCR bekannt (MSP) . Dabei 
werden Primer verwendet, die mindestens ein 5'- CpG -3' 
Dinukleotid enthalten; bevorzugt sind Primer, die mindes- 
tens drei 5'- CpG- 3' -Positionen tragen, von denen min- 
destens eine am 3' Ende lokalisiert ist. Fur die Amplifi- 
kation der unmethylierten Sequenzen bzw. der Gegenstrange 
sind dementsprechend 5'-TG-3' oder 5'-CA-3'-Dinukleotide 
erforderlich (Vgl.: Herman et al. : Methylation-specif ic 
PCR: a novel PCR assay for methylation status of CpG is- 
lands. Proc Natl Acad Sci USA. 1996 Sep 3; 93 (18) ■ 9821- 
6) . 

Eine andere ganz besonders bevorzugten Ausfiihrungsform 
ist fur Bisulfit-vorbehandelte DNA unter dem Namen „Hea- 
vy-Methyl"-Methode bekannt. Dabei wird eine spezifische 
Amplifizierung nur der urspriinglich .methylierten (bzw. 
unmethylierten) DNA durch Einsatz mindestens eines methy- 
lierungsspezifischen Blocker-Oligomers erreicht. Der Blo- 
cker bindet an ein 5'-CG-3' (bzw. 5 '-TG-3' -Dinukleotid 
oder 5 '-CA-3') -Dinukleotid und verhindert so die Amplifi- 
kation der Hintergrund-DNA. Die AusfUhrungsform kann uber 
die Auswahl der Polymerase oder uber die Modifikation der 
Blockeroligomere so ausgestaltet sein, dass ein Abbau o- 



der eine Verlangerung der Blocker minimiert wird (zur 0- 
bersicht: WO 02/072880). 

FUr den Fall, dass die erforderliche Bildung der ein- 
zelstrangigen DNA iiber den Einsatz partiell komplementa- 
rer Oligomere erreicht wird (s.o.), ergeben sich ftir die 
o.g. „MSP«- und „Heavy-Methyl«-Varianten weitere bevor- 
zugte Ausfiihrungsformen. Dabei wird zur PCR-Amplif ikation 
mindestens ein Primer eingesetzt, der am 5'-Bereich die 
genomische Sequenz tragt (entspricht dem doppelstrangi- 
gen, und daher nicht umgewandelten Teil der zu untersu- 
chenden DNA), und der in seinem 3'-Bereich iiber eine Se- 
quenz verfiigt, die der umgewandelten DNA entspricht. In 
der MSP-Variante tragt der 3'-Bereich zusatzlich methy- 
lierungsspezifische Positionen. 

Die Detektion der Amplifikate kann iiber herkommliche Ver- 
fahren erfolgen, etwa iiber Methoden der Langenmessung wie 
Gelelektrophorese, Kapillargelelektrophorese und Chroma- 
tographie (z.B. HPLC) . Auch Massenspektrometrie und Me- 
thoden zur Sequenzierung wie die Sanger-Methode , die Ma- 
xam-Gilbert-Methode und Sequencing by Hybridisation (SBH) 
kSnnen verwendet werden. In einer bevorzugten Ausfiih- 
rungsform werden die Amplifikate durch Primer-Extension- 
Verfahren nachgewiesen (siehe etwa: Gonzalgo & Jones: Ra- 
pid quantitation of methylation differences at specific 
sites using methylation-sensitive single nucleotide pri- 
mer extension (Ms-SNuPE) . Nucleic Acids Res. 1997 Jun 
15;25(12) :2529-31; DE 100 10 282; DE 100 10 280). 

In einer anderen bevorzugten Ausf tihrungsf orm werden die 
die Amplifikate mittels Hybridisierung an Oligomer-Arrays 
analysiert (ein ttberblick iiber Array-Technologie befindet 
sich in der Extraausgabe von: Nature Genetics Supplement, 
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Volume 21, January 1999) . Auf einem solchen Array konnen 
die verschiedenen Oligomere auf einer Festphase in Form 
eines rechtwinkligen oder hexagonalen Gitters angeordnet 
sein. Die Festphasenoberf lache ist bevorzugt aus Silizi- 
um, Glas, Polystyrol, Aluminium, Stahl, Eisen, Kupfer, 
Nickel, Silber oder Gold zusammengesetzt . Jedoch sind 
auch Nitrocellulose und Kunststoffe wie Nylon, die in 
Form von Pellets oder auch als Harz-Matrizes existieren 
konnen, moglich. Die etwa f luoreszenzmarkierten Amplifi- 
kate werden an die gebundenen Oligomers hybrid! siert und 
die nicht gebundenen Fragment e entfernt. Vorteilhaft ist 
es dabei, wenn die Oligomere Ober einen 12-22 Basen lan- 
gen Abschnitt an die zu analysierende DNA hybridisieren 
und sie mindestens. ein CG, TG oder CA Dinukleotid umfas- 
sen. Die Fluoreszenz-Signale kOnnen gescannt und mit 
Software-Programmen verarbeitet werden (Siehe etwa: Ador 
jan et al., Tumour class prediction and discovery by mic 
roarray-based DNA methylation analysis. Nucleic Acids 
Res. 2002 Mar 1; 30 (5) : e21) . 

In einer anderen besonders bevorzugten Aus fiihrungs form 
werden die Amplifikate unter Verwendung von PCR-Real- 
Time-Varianten analysiert (vgl. : Heid et al. : Real time 
quantitative PCR. Genome Res. 1996 Oct; 6 (10) : 986-94, US 
Patent No. 6, 331, 393 ,, Methyl-Light xv ) . Dabei wird die 
Amplifikation in Gegenwart eines f luoreszenzmarkierten 
Reporteroligonukleotid durchgef uhrt, das an ein 5'-CG-3: 
Dinukleotid (bzw. 5'-TG-3'- oder 5 '-CA-3' -Dinukleotid) 
hybridisiert. Das Reporteroligonukleotid bindet dabei be 
vorzugt an die zu untersuchende DNA und zeigt deren 
Amplifikation durch Zunahme oder Abnahme der Fluoreszenz 
an. Dabei ist es besonders vorteilhaft, wenn die Fluores 
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zenzveranderung direkt zur Analyse benutzt wird und aus 
dem Fluorenzenzsignal auf einen Methylierungszustand ge- 
schlossen wird. Eine besonders bevorzugte Variante 1st 
dabei das „Taqman«-Verf ahren. In einer anderen besonders 
bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein zusatzliches flou- 
reszenzmarkiertes Oligomer verwendet, das in unmittelba- 
rer Nahe zu dem ersten Reporteroligonukleotid hybrid! - 
siert und sich diese Hybridisierung mittels Fluoreszenz- 
Resonanz-Energietransfer nachweisen lafit („Light cycler" - 
Verfahren) . 

Eine bevorzugte Ausfuhrungsform der Erfindung ist es, 
mehrere Fragmente gleichzeitig mittels einer Multiplex- 
PCR zu amplifizieren. Bei deren Design muss darauf geach- 
tet werden, dass nicht nur die Primer, sondern auch die 
weiteren eingesetzten Oligonukleotide nicht zueinander 
komplementar sein dtirfen, so dass eine hochgradige Mul- 
tiplexierung in diesem Fall schwieriger ist als in ub- 
lich. Jedoch hat man bei der enzymatisch vorbehandelten 
DNA den Vorteil, dass aufgrund des unterschiedlichen G 
und C-Gehaltes der beiden DNA-Strange ein Forward-Primer 
niemals auch als Reverse- Primer fungieren kann, was die 
Multiplexierung wiederum erleichtert und den oben be- 
schriebenen Nachteil im wesentlichen ausgleicht. Die De- 
tektion der Amplifikate ist wiederum tiber unterschiedli- 
che Verfahren mSglich. Denkbar ist dabei etwa die Verwen- 
dung von Real-Time-Varianten . Fur Amplif ikationen von 
mehr als vier Genen empfiehlt es sich aber, die Amplifi- 
kate auf andere Weise zu detektieren. Bevorzugt ist dabei 
eine Analyse uber Arrays (s.o.). 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt nach 
der Amplifizierung eine erneute enzymatische Umwandlung 
mit der AID. Hierdurch werden auch die nach der ersten 
Deaminierung verbleibenen Cytosine umgewandelt. Eine sol- 
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che wiederholte Umwandlung hat 
fur die Bisulf itierung bereits 
50 942) . 



mehrere Vorteile und ist 
beschrieben (vgl. : DE 100 



Im iibrigen wird noch einmal betont, dass das Ergebnis der 
erfindungsgemafien enzymatischen Umwandlung dem Ergebnis 
der Bisulf it-Behandlung entspricht. Es ist daher nahelie- 
gend, dass alle bereits bekannten Verfahren zur Analyse 
der bisulf itierten DNA auch zur Analyse der erf indungsge- 
mafi umgewandelten DNA verwendet werden konnen. Der Fach-. 
mann findet Angaben tiber die entsprechenden Verfahren in 
der wissenschaftlichen Verof fentlichungen und in der Pa- 
tentliteratur. Eine aktuelle Ubersicht iiber die m5gliche 
Methoden findet sich in: Fraga and Esteller: DNA Methyla- 
tion: A Profile of Methods and Applications. Biotechni- 
ques 33:632-649 (September 2002). 

Eine besonders bevorzugte Verwendung des erf indungsgema- 
Jien Verfahrens liegt in der Diagnose von Krebserkrankun- 
gen oder anderen mit einer Veranderung des Methylie- 
rungsstatus assoziierten Krankheiten. Hierzu gehSren u.a. 
CNS-Fehlfunktionen, Aggress ions symptome oder Verhaltens- 
stdrungen; klinische, psychologische und soziale Konse- 
quenzen von Gehirnschadigungen; psychotische Stdrungen 
und PersSnlichkeitsstorungen; Demenz und/oder assoziierte 
Syndrome; kardiovaskulare Krankheit, Fehlfunktion und 
Schadigung; Fehlfunktion, Schadigung oder Krankheit des 
gastrointestinalen Traktes; Fehlfunktion, Schadigung oder 
Krankheit des Atmungssystems; Verletzung, Entztindung, in- 
fektion, Immunitat und/oder Rekonvaleszenz; Fehlfunktion, 
Schadigung oder Krankheit des Korpers als Abweichung im 
Entwicklungsprozess; Fehlfunktion, Schadigung oder Krank- 
heit der Haut, der Muskeln, des Bindegewebes oder der 
Knochen; endokrine und metabolische Fehlfunktion, Schadi- 
gung oder Krankheit; Kopf schmerzen oder sexuelle Fehl- 
funktion. Das erfindungsgemafie Verfahren eignet sich au- 
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fierdem zur Vorhersage von unerwtinschten Arzneimittelwir- 
kungen und zur Unterscheidung von Zelltypen oder Geweben 
Oder zur Untersuchung der Zelldif f erenzierung. 

ErfindungsgemalS ist auch die Verwendung von Cytidin- 
Deaminasen, die Cytidin und 5 -Methyl cytidin unterschied- 
lich schnell umsetzen, insbesondere die Verwendung der 
Aktivierungs-induzierten Cytidin-Deaminase (AID) , eines 
biologisch aktiven Fragmentes der AID bzw. einer Modifi- 
kation hiervon zur Methylierungsanalyse, insbesondere zur 
Diagnose von Krebserkrankungen oder anderen mit einer 
Veranderung des Methylierungsstatus assoziierten Krank- 
heiten, zur Vorhersage von unerwtinschten Arzneimittelwir- 
kungen, zur Unterscheidung von Zelltypen und Geweben oder 
zur Untersuchung der Zelldif f erenzierung. 

Erfindungsgemafi ist schliefilich auch ein Kit, der aus dem 
AID-Enzym, eines biologisch aktiven Fragmentes der AID 
oder einer Modifikation hiervon sowie Oligomeren und den 
far die Deaminierung erforderlichen Puff em besteht, so- 
wie optional auch eine Polymerase, Primer und Sonden fur 
eine Amplifkation und Detektion enthait. 
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Bel spiel 

Nachweis der CpG Methylierung im Exon 1 vom Homo sapiens 
P16-INK4 (pl6) Gen in humaner DNA (Promega) . 

Die folgende Sequenz aus dem pl6-INK4-Gen soil auf ihren 
Methylierungsstatus untersucht werden: 

1 gaagaaagag gaggggctgg ctggtcacca gagggtgggg cggaccgcgt gcgctcggcg 
61 gctgcggaga gggggagagc aggcagcggg cggcggggag cagcatggag ccggcggcgg 
121 ggagoagcat ggagccttcg gctgactggc tggccacggc cgcggcccgg ggtcgggtag 
181 aggaggtgcg ggcgctgctg gaggcggggg cgctgcccaa cgcaccgaat agttacggtc 
241 ggaggccgat ccaggtgggt agagggtctg cagcgggagc aggggatggc gggcgactct 
301 ggaggacgaa gtttgcaggg gaattggaat caggtagcgc (Seq ID 1) 

Dazu werden 160 ng der zu untersuchenden DNA (als Kon- 
trolle 160 ng kunstlich aufmethylierter genomischer DNA, 
Promega) und jeweils 25 pM von den beiden Oligonukleoti- 
den: 

5 * -ctcccaccccgcctgcgcgtgcgctcccgccgacgcctctc-3 ' (Seq ID 2) und 
5*-gccgactgaccgaccccacggccgcccgggccccagccca-3' (Seq ID 3) 
in einem Reaktionsgef aB mit 20 pi Puffer (10 mM Tris-HCl 

(pH 8,0), 1 mM EDTA, 1 mM DTT) fur 5 min bei 96°C denatu- 
riert und danach zum Abktihlen far 2 min auf Eis gegeben. 
Dabei hybridisieren die Oligonukleotide an die genomische 
DNA mit jeweils einer 10 bp weiten Offnung, die ein opti- 
males Substrat far die nachfolgende Behandlung mit dem 
AID-Enzym bilden. Dazu werden dem abgekuhltem Reaktions- 
gemisch 400 pg AID und 2 pg RNaseA (Bransteitter et. al., 
PNAS, v. 100, p. 4102 (2003)) zugesetzt, und das Gemisch 
wird far 7 min bei 37 °C inkubiert. Die Reaktion wird 
durch eine Phenol/Clorof orm/Isoamyl (25:24:1) Fallung ab- 
gebrochen. Die Detektion wird mit einer PCR durgefahrt. 
Dazu werden 2 pi der gefallten DNA Losung in 18 pi Wasser 
mit 2 pi Primerlosung mit jeweils 25 pM von zwei Oligo- 
nukleotiden (5 ' -cgcctggcgcacgcaaa-3 • (Seq ID 4), 5'- 
ttacggtcggggcccgggctc-3 ' (Seq ID 5)) und 2,5 pi dNTP-Mix 

(Fermentas, Konzentration je dNTP 2,5 pmol/pl) , 0,3 pi 
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Hot Star Taq (Qiagen), 2,5 pi 10x PCR Buffer Solution 
(Qiagen, 15 mMol MgCl 2 im Puffer enthalten) in einem Re- 
aktionsgefaJi gemischt und auf einem Thermocycler mit fol- 
gendem Temperaturprogramm inkubiert: 

1. 95°C 15min 

2. 95°C- lmin 

3. 55°C 45sec 

4. 72°C lmin 15sec 

5. go to 2. Rep 39 

6. 72 °C lOmin 

7. Hold 10°C. 

Die Kontrolle der PCR erfolgt mittels Gelelektrophorese. 
Dazu werden 5 pi PCR-Produkt mit 3 pi Loading Dye auf ein 
1,4 % iges Agarosegel (Eurogentec. , Inc.) aufgetragen. 
Als Laufpuffer dient lx TBE . Die Fragmente werden mittels 
Ethidiumbromid angefarbt und das Gel wird unter UV- 
Beleuchtung abfotograf iert . 
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Patentanspriiche 

Verf ahren zum Nachweis von Cytosinmethylierungen in 
DNA, dadurch gekennzeichnet, dass man 

a) die zu untersuchende DNA mit einer Cytidin- 
Deaminase in Kontakt bringt, wobei die Cytidin- 
Deaminase Cytidin und 5-Methylcytidin unterschiedlich 
s chne 1 1 deamini er t , 

b) die partiell deaminierte DNA hinsichtlich ihrer 
Sequenz untersucht, und 

c) aus dem Vorliegen Oder dem Anteil deaminierter Po- 
sitionen auf den Methylierungszustand der zu untersu- 
chenden DNA in besagten Positionen schliefit. 

Verf ahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass man als methylierungsspezif ische Cytidin- 
Deaminase die Aktivierungs-induzierte Cytidin- 
Deaminase (AID) oder ein biologisch aktives Fragment 
der AID bzw. eine Modifikation hiervon verwendet. 

Verf ahren nach einem der Anspruche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die zu untersuchende DNA in zu- 
mindest partiell einzelstrangiger Form vorliegt. 

Verf ahren nach mindestens einem der Anspriiche 1 bis 
3, dadurch gekennzeichnet , dass man die zu untersu- 
chende DNA mit Oligomeren hybridisiert f wobei die 
Hybride an den zu untersuchenden Cytcsinpositionen 
einzelstrangig vorliegen. . 

Verf ahren nach den Anspruch 4, dadurch gekennzeich- 
net, dass die einzelstrSngigen Bereiche zwischen 3 
und 20 Nukleotide grofi sind. 
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Verfahren nach einem der Ansprtiche 4 oder 5, dadurch 
gekennzeichnet, dass die einzelstrangigen Bereiche 
zwischen 5 und 12 Nukleotide grofi sind. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 4 bis 

6, dadurch gekennzeichnet, dass der einzelstrangige 
Bereich 9 Nukleotide grofi ist. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 

7, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere eine 
Lange von 20 bis 150 Nukleotide aufweisen. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 

8, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere eine 
Lange von 35 bis 60 Nukleotide aufweisen. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 4 bis 

9, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere in ei- 
ner Konzentration von 1 pM bis 1000 nM vorliegen. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 4 bis 

10, dadurch gekennzeichnet, dass die Oligomere in ei- 
ner Konzentration von 1 nM bis 100 nM vorliegen. 

Verfahren nach mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 

11, dadurch gekennzeichnet, dass man die zu untersu- 
chende DNA nach der enzymatischen Behandlung amplifi- 
ziert . 

Verfahren nach. Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Amplif ikation mittels einer Polymerasereak- 
tion erfolgt. 

Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Amplif ikation mittels einer Polymeraseket- 
tenreaktion erfolgt. 
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15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Polyitierasekettenreaktion mittels methylie- 
rungspezif ischer Primer erfolgt. 

16. Verfahren nach einem der Anspriiche 14 oder 15 , da- 
durch gekennzeichnet, dass in der Polymeraseketten- 
reaktion mindestens ein methylierungsspezif isches 
Blocker-Oligomer eingesetzt wird. 

17. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 12 bis 

16, dadurch gekennzeichnet, dass nach der Amplifika- 
tion eine erneute enzymatische Umsetzung mit einer 
Cytidin-Deaminase erfolgt. 

18. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 12 bis 

17, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifikate 
tiber Methoden der LSngenmessung, der Massenspektro- 
metrie oder der Sequenzierung analysiert. 

19. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 12 bis 
17, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifikate 
durch Primer-Exterision-Verfahren analysiert. 

20. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 12 bis 
17, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifikate 
durch Hybridisierung an Oligomer-Arrays analysiert. 

21. Verfahren nach mindestens einem der Anspriiche 12 bis 
17, dadurch gekennzeichnet, dass man die Amplifikate 
unter Verwendung von Real-Time-Varianten analysiert. 

22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, 
dass man ein Taqman oder ein Lightcycler-Verf ahren 
durchf iihrt . 
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23. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 12 bis 
22 , dadurch gekennzeichnet , dass man mehrere Fragmen- 
te gleichzeitig mittels einer Multiplex-Reaktion 
amplif iziert . 

24. Verwendung eines Verfahrens nach mindestens einem der 
AnsprOche 1-23 zur Diagnose von Krebserkrankungen o- 
der anderen mit einer VerSnderung des Methylie- 
rungsstatus assoziierten Krankheiten. 

25. Verwendung eines Verfahrens nach mindestens einem der 
Ansprtiche 1 bis 23 zur Vorhersage von unerwunschten 
Arzneimittelwirkungen, zur Unterscheidung von Zellty- 
pen und Geweben oder zur Untersuchung der Zelldiffe- 
renzierung. 

26. Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 5- 
Methylcytidin unterschiedlich schnell umsetzen, zur 
Methylierungsanalyse . 

27. Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und 5- 
Methylcytidin unterschiedlich schnell umsetzen, zur 
Diagnose von Krebserkrankungen oder anderen mit einer 
Veranderung des Methylierungsstatus assoziierten 
Krankheiten 

28. Verwendung von Cytidin-Deaminasen, die Cytidin und ^~ 
Methylcytidin unterschiedlich schnell umsetzen, zur 
Vorhersage von unerwunschten Arzneimittelwirkungen, 
zur Unterscheidung von Zelltypen und Geweben oder zur 
Untersuchung der Zelldif ferenzierung. 

29. Verwendung nach mindestens einem der Anspruche 24 bis 
28, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der Cy- • 
tidin-Deaminase urn die Aktivierungs-induzierte Cyti- 
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din-Deaminase (AID) , urn ein biologisch aktives Frag- 
ment der AID-bzw. eine Modifikation hiervon handelt. 

30. Ein Kit, der aus dem AID-Enzym, einem biologisch ak- 
tiven Fragment der AID oder einer Modifikation hier- 
von sowie Oligomeren und den fur die Deaminierung er- 
forderlichen Puffern besteht, sowie optional auch ei- 
ne Polymerase, Primer und Sonden fttr eine Amplif kati- 
on und Detektion enthalt. 
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Sequenzprotokoll 



Sequence listing 
<110> Epigenomics AG 

<120> Verfahren zum Nachweis von Cytosin-Methylierungen in DNA mittels 
Cytidin-Deaminasen 

<160> 5 

<210> 1 
<211> 340 
<212> DNA 

<213> Homo Sapiens 
<400> 1 

gaagaaagag gaggggctgg ctggtcacca gagggtgggg cggaccgcgt gcgctcggcg 60 
gctgcggaga gggggagagc aggcagcggg cggcggggag cagcatggag ccggcggcgg 120 
ggagcagcat ggagccttcg gctgactggc tggccacggc cgcggcccgg ggtcgggtag 180 
aggaggtgcg ggcgctgctg gaggcggggg cgctgcccaa cgcaccgaat agttacggtc 240 
ggaggccgat ccaggtgggt agagggtctg cagcgggagc aggggatggc gggcgactct 300 
ggaggacgaa gtttgcaggg gaattggaat caggtagcgc 340 

<210> 2 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> artificial 

<400> 2 

ctcccacccc gcctgcgcgt gcgctcccgc cgacgcctct c 41 

<210> 3 

<211> 41 

<212> DNA 

<213> artificial 

<400> 3 

gccgactgac cgaccccacg gccgcccggg ccccagccc a 41 

<210> 4 

<211> 17 

<212> DNA 

<213> artificial 

<400> 4 

cgcctggcgc acgcaaa 17 

<210> 5 

<211> 21 

<212> DNA 

<213> artificial 



<400> 5 

ttacggtcgg ggcccgggct c 
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Zusaxmnenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Un- 
tersuchung von Cytosin-Methylierungen in DNA-Sequenzen. 
Dabei wird die zu untersuchende DNA mit einer Cytidin- 
Deaminase umgesetzt, die Cytidin schneller als 5- 
Methylcytidin deaminiert. Durch die Umwandlung wird Cyto- 
sin in Uracil umwandelt, wahrend 5-Methylcytosin im we- 
sentlichen unverandert bleibt. Die enzymatisch vorbehan- 
delte DNA wird bevorzugt amplif iziert und kann dann uber 
unterschiedlichen Methoden analysiert werden. Das erf in- 
dungsgemafie Verfahren eignet sich insbesondere zur Diag- 
nose von Krebserkrankungen und anderer mit einer Verande- 
rung des Methylierungsstatus assoziierter Krankheiten so- 
wie zur Prognose unerwiinschter Arzneimittelwirkungen. 



